








み」などが引き起こされる事が知られている 1) 2) 3)。
　本研究では、細胞傷害モデルとして、マウス線維芽細




報告があることから 4)、エピカテキン 5) 6)、レスベラト






　細胞は ATCC より提供を受けた 3T3-L1（マウス胚由
来線維芽細胞）を用いた。培地は Low ₋ glucose 組成（1 
g/L）のダルベッコ変法イーグル培地「日水」①（日水
製薬株式会社）10 g、NaHCO ₃ 14 g/L 水溶液 100mL、
Pen Strep 5 mL (Gibco、10,000 units/mL penicillin ＋ 10,000 
μ g/mL Streptomycin）、FBS 100 mL （Gibco、仔牛胎児血
清）にミリ Q 水を加えて 1 L として用いた。細胞を 12 
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Using ultraviolet-irradiated mouse fibroblasts as a model for cell damage, we analyzed collagen synthesis and secretion 
into the culture medium and changes in gene expression of proteins involved in collagen synthesis and metabolism. 
Various food ingredients and nutritional elements were added to the culture medium and their effects were analyzed. 
Secretion and accumulation of collagen was decreased depending on the duration of ultraviolet-irradiation. The addition 
of collagen peptides increased the secretion of collagen into the medium. Following the addition of resveratrol, the main 
functional polyphenol of red wine, membrane-bound collagen was decreased, collagen secretion into the medium was 
increased, and gene expression of collagen-I, collagen-II, and collagenase was increased. We, therefore, suggest that 
collagen metabolism may be activated by resveratrol. 
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UVA ランプ（365 nm : 50 mm の距離において 1407 μ
W/cm²）を用い、プレートの 65 mm 上方から、30 分間、 
60 分間および 120 分間照射を行った。65 mm の距離で
は紫外線強度は 832 μ W/cm² となるが、通常の太陽光






リ Q 水に溶解し、それぞれ 200 mM の溶液を作成した。
成分の溶液は、UV 照射 24 時間後に、液替えを行った
新しい培地に最終濃度 200 μ M になるように添加した。
4）培養液中コラーゲンの定量
　培地に PEG 3000-4000 を添付のプロトコールに従っ
て加えて 0 ～ 4℃で 1 晩静置した後、12,000 xg 4℃で 10
分間遠心分離した。沈殿に Sircol Dye Reagent を加えて
コラーゲンと色素結合させ、Acid Salt Wash Regent（20 
mL）を脱イオン水（80 mL）で希釈した溶液で酸洗浄
をし、アルカリ抽出した。Biorad 社の microplate reader 
3550 を用いて、吸光度 550 nm で培地中コラーゲン量を
比色定量した。
5）細胞膜連結型等のコラーゲン定量
　機能性成分添加後 9 日目の細胞を PBS で洗浄後、 
Bouin’s 液（24 ％ ホルマリン、71 ％ 飽和ピクリン酸、 
5 ％ 氷酢酸）で 60分間固定して、15分間流水で洗浄後、
乾燥させ、シリウスレッド溶液（Sirius Red を飽和ピク
リン酸水溶液に 0.1 ％の濃度で溶解）を加え、マイク
ロプレート振盪機で 60 分振盪し、0.01 N 塩酸で酸洗浄
後、0.1 N 水酸化ナトリウムでアルカリ抽出を行い、マ
イクロプレート振盪機で 30 分間振盪した。Biorad 社の 
microplate reader 3550 を用いて、吸光度 550 nm におい
て比色により測定し、相対値をもって表した。
6）遺伝子発現の測定
6-1. Total RNA の抽出
　機能性成分添加後 9 日目の細胞を PBS で洗浄し、
QIA-Shredder kit、および RNeasy Plus Mini kit（Quiagen
社）を用い、添付のプロトコールに従い total RNA を抽
出した。RLT（350 μ L）を加えた後、ポリスマンで細
胞を剥離し、QIA-Shredder column に移し、9,000 xg で 
2 分間遠心分離し、gDNA eliminator spin column に移し 
9,000 xg で 30 秒間遠心分離を行った。70％エタノール
を 350 μ L 添加し、RNeasy spin column に 700 μ L 移し、
9,000 xgで 15秒間遠心分離し、RW 1 を 700 μL添加し、
9,000 xg で 15秒間遠心分離し、RPE を 500 μ L 添加し、
9,000 xg で 15秒間遠心分離し、RPE を 500 μ L 添加し、
9,000 xg. で 2分間遠心分離し、RNase free Water を 50 μ
L 添加し 9,000 xg で 1 分間遠心分離することによりカラ
ムから溶出させ、－ 20 ℃で使用するまで凍結保存した。
6-2. cDNA の合成
　High Capacity RNA-to-cDNA kit (Applied Bisystems 社 ) 
を用い、添付のプロトコールに従って行った。
　2 × RT Buffer 10 μ L、Total RNA 9 μ L に逆転写酵素 
M-MLV （20 × Enzyme Mix） 1 μ L を加え、37 ℃ で 60 分
間反応させて cDNA を合成し 95 ℃で 5分間加熱するこ
とにより反応を停止させた。産生物は 4 ℃で保存した。
6-3. Real-time PCR による測定
　cDNA を Primer-probe（Applied Biosystems 社）を含む 
Taq Man Array Platesに分注し、AMI PRISM 7000を用い、 
real-time PCR により、ノーマライザー遺伝子としてβ―
アクチンを使用し、遺伝子発現を相対定量 （ΔΔ ct 法） 
で測定した。Primer-probe セットは ABI 社により至適化
されたものを用い、遺伝子ごとに以下のとおりである。
　collagen-I (Gene ID 12842, Ref Seq NM 007742.3, 
TaqManAssey ID Mm 00801666 g 1）、collagen-II (12843, 
NM 007743.2, Mm 00483888 m 1)、collagenase (MMP) 
(83995, NM 032006.3, Mm 00473485 m 1)。
7）統計処理
　得られたデータは SPSS statics 24 バージョンを用いて






































< 0.01）。ジペプチドの添加では、照射なし（p < 0.01）、




























　　　（機能性成分添加後 3 日目）■ 0分■ 30 分■ 60 分■ 120 分
　　　添加なしと機能性成分を添加した線維芽細胞からのコラーゲン分泌量の推移を比較検討
図３．添加なしと機能性成分を添加した線維芽細胞からのコラーゲン分泌量の推移




　　　■ 0分■ 30 分■ 60 分■ 120 分
　　　添加なしと機能性成分を添加した線維芽細胞膜連結型のコラーゲンの定量を比較検討
図５．collagen I 遺伝子の発現（機能性成分添加後 9日目の細胞）　機能性成分添加なしを 1として比較検討
　　　■照射なし■照射 60 分
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図６．Collagen Ⅱ遺伝子の発現 （機能性成分添加後 9 日目の細胞） 機能性成分添加なしを 1として比較検討
　　　■照射なし■照射 60 分


















働きを抑制するという研究結果 11) 12) や、炎症性及び老
化のバイオマーカーを有意に抑制する働きがあるとい
う研究結果 7) がある。また、UV を照射した実験で、レ
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